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COMPOSITION CONTENANT PES ACTDES NUCLEIQUES 
PREPARATION ET UTILISATIONS 

— La presente invention concerne des compositions i base d'acides nucl&ques, 
leur preparation et leur utilisation. Plus particulierement, elle concerne des 
5 compositions comprenant des acides nucl6iques et des oligopeptides et leur utilisation 
en therapie g&nique, notamment pour le transfert d'acides nucieiques. 

La therapie genique consiste k corriger une deficience ou une anonnalite 

(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information g£netique 

« 

dans la cellule ou i'organe affects Cette information genetique peut Stre introduite soit 
10 in vitro dans une cellule extraite de I'organe, la cellule modiftee 6tant alors reintroduite 
dans rorganisme, soit directement in vivo dans le tissu jpproprie. Diff&entes 
techniques ont ete decrites pour le transfert de cette information genfetique, parmi 
lesquelles des techniques di verses de transfection impliquant des complexes cfADN et 
de DEAE-dextran (Pagano et al, J.ViroL 1 (1967) 891), cTADN et de proteines 
15 nucteaires (Kaneda et ai;* Science 243 (1989) 375), <TADN et de lipides (Feigner et aL, 
PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de Hposomes (Fraley et aL, J.BioLChem. 255 (1980) 
.10431), etc. Plus recemment, Temploi de virus comme vecteurs pour le .iransfert de 
gfcnes est apparu comme une alternative prometteuse k ces techniques physiques de 
transfection. A cet egard, differents virus ont 6t6 testes pour leur capacitfe k infecter 
20 certaines populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, 
etc), le virus HSV, les virus ad§noassoci&, et les adenovirus. 

Toutefbis, les techniques d£velopp6es jusqu'i present ne permettent pas de 
r&oudre de manidre satisfaisante les HffiRwiitfg H§es au transfert de g£nes dans les 
celhries et/ou rorganisme. Ea particulier, les probl&mes lies k la penetration de facide 

25 *n«cl£ iqi ift riftne les c^lMes ne sont pas entifirenwait resohrs. En eflet, la nature 
poiyamortique des acides nucieiques prfe v i ent leur passage k travers les membranes 
celhilaires. S*n a ete montrfe que les acides nucieiques nus sont capables de traverser la 
membrane plasmique ex vivo (voir notamment la dernande n° WO90A1092), 
Fefficacite de transfection reste asser faible. De plus, les acides nucl&que nus ont une 

30 demi-vie plasmatique cotirte, en raison de leur degradation par les enzymes et de leur 
elimination par les voies urinaires. Par ailleurs, si les virus recombinants permettent 
tfameliorer Tefficacite de transfert des acides nucieiques, leur empkri presente certains 
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risques tels que la pathogenicity !a transmission, la replication, la recombinaison, la 
transformation, etc. 

^ La prfcsente invention apporte une solution avantageuse k ces differents 
problemes. La dernanderesse a en effet montrS qu'il est possible de former des paires 
5 d'ions entre des oligopeptides cationiques particuliers et les groupemenls phosphates 
des acides nuclfeiques, et que les complexes ainsi formfis sont stables, et sont capables 
de p6n6trer les cellules ou d'etre encapsul6s dans des vecteurs de transf ert tels que des 
liposomes, des nanoparticules ou des lipoprot&nes de faible densit6 (LDL) avec des 
rendements 61ev6s. 

10 Un premier objet de Tinvention rfcide done dans une composition comprenant 

un acide micl&que et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires. Le terme structure secondare dSsigne les peptides capables ^adopter une 
conformation spadale particuli&e dans des conditions physiologiques, par opposition 
aux peptides ne prSsentant pas d'organisation particuli&e de leur structure primaire. La 

15 structure secondaire pdut apparaitre soit dans certains servants, soit en solution 
aqueuse, soit apr£s complexation avec Tacide nucl&que. 

Plus particulifcrement, les oligopeptides utilises dans le cadre de Invention 
sont capables de former des helices a ou des feuillets ji 

La complexation cfun acide rruclfique avec une poryiysine a 6Sji &6 decrite 
20 dans Tart antMeur. Cependarrt, le taux de complexation et la stability du complexe 
formfe avec la poljdysine sont relativemenl foibles, et ces complexes ne peuvent etre 
encapsulfes dans des vecteurs de transf ert de fagon satisfaisante (voir exemples). Au 
contraire, les complexes selon firrventicm, qui impliquent des oligopeptides cationiques 
capables de former des structures secondaires (offices a. feuillets p) prfcentent une 
25 stability felevfe, peuvent etre obtenus avec des rendements proches de 100%, et sont 
capables d'etre encapsulfis avec des rendements flevfis dans des vecteurs de transf ert 
Ces complexes constituent done des outils particuH&ement avantageux pour le 
transfert tfaddes nucleiques dans les cellules. Par ailleurs, selon la nature du vecteur 
de transfert utilise, les compositions de 1'invention peuvent etre utilis6es sur des 
30 cellules extraites de Torganisme (ex vivo) en vue de leur ^administration, ou 
directement in vivo. 



i 
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Plus particuli&rement, ies oligopeptides utilises dans le cadre de la presente 
invention repondent a la formule (AoAyAyA^n ou (AoAyAoAy)!! dans laqudte A^' 
est un acide aminfe hydrophobe, Ay est un acide amin6 hydrophile, et n est un nombre 
either superieur ou egal & 4. La demanderesse a en effet monlr6 que de tels 
5 oligopeptides sont capables, une fens complexes 8ux acides nucl&ques, de former des 
• structures secondaires qui stabilised foctement lesdits complexes. 

Plus pref ferentiellement, 1'acide aminfe hydrophobe est choisi parmi la leucine, 
la valine, 1'isoleucine et la ph&rylalanine; et l'acide amin6 hydrophile est choisi parmi la 
lysine, l'arginine et I'histidine. 

10 La capacite des oligopeptides a former des structures sec ond a ir es peut etre 

verifi6e par dichroisme circulaire ou en RMN, comme indiqufe dans les exempted 

-Encore -plus preferentieliement, ^ ^^gppeptite^sefctt^l'inveiitkn est* c&oisi 
parmi les oligopeptides de formule (LKKL)ru (LKLK)n, (LRRL)n, dans lesqueUes n 
est d6fini comme pr6c6defnment 

15 D'une maniSre gfen&ale, dans les oligopeptides de Invention, n peut varier 

entre 4 et i00, de pr6f6rence entre 10 et 50. La valeur de n est adapt£e parlliamme du 
metier en fonction de la longueur et de la nature de l'adde xructeique, de la 
composition de roligopeptide, de l*utiIisation recherchSe, etc 

POur obtenir un effet optimum des compositions de l'inven t io n , les 
20 proportions respectives de roligopeptide et de Facade miclSque sont de preference 
d£termin6es de scale que le rapport charges positives de roligopeptide / charges 
negatives de l'acide nucl&que soit §gal ou sup&ieur i 1 (ce rapport est d&ignfe R dans 
les exemples). Ainsi, plus Padde nudfique est long, phis le nombre de charges 
positives apport£ par roligopeptide doit fitre flevfcpour obtenir un effet maximum. 
25 Ceci peut se traduire soit par rutilisation (foligopeptides dans lesquels la valeur de n 
est plus elevee, soit par hitilisation de quantitfa plus Slevfes ^oligopeptides, soit 
encore par les deux. 

Les oligopeptides utilises dans le cadre de la presente invention peuvent etre 
. prepares par toute technique connue de rhomme du metier. Prtf fcentieUement, ils sont 
30 synthases par voie chimique. au moyen dHin synth&iseur de peptides, en utilisant tout 
type de chimie connue de Fhomme du metier (F-moc. T-boc, etc). Lorsque les valeurs 
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de n sont elevees. il est par ailleurs possible de synthetiser les oligopeptides en 
plusieurs fragments qui sont erisuite assembles. Par ailleurs, selon la technique de 
synthese utilisee (par exemple en phase homogene). l'oligopeptide obtenu peut etre 
nofrpas un compose defini. mais un melange ^oligopeptides ayant des longueurs 
5 differentes centrees autour d'une moyenne. Dans ce cas, la valeur de n de la formule de 
l'invention represente la moyenne des valeurs des n des differents constituants du 
melange. Des methodes de synthese appropriees sont donnees dans les techniques 
gfinerales de biologie moleculaire et dans les exemples. 

Au sens de la presente invention, le temie adde nucleique comprend aussi 
10 bien les acides desoxyribonucleiques que les acides ribonucleiques. U peut s'agir de 
sequences d'origine naturelle ou artificielle, et notamment d'ADN genomique. 
d'ADNc, d'ARNm, d'ARNt, d'ARNr. de sequences hybrides ou de sequences 
synmetiques v p^; 1 sem| n svntftetiques..,Ces addes. : nucleiques j4 wvmfeetre,4:origine. 
humaine. animale, vegetale. bacterienne. virale. etc Us peuvent etre obtenus par toute 
15 technique connue de Hiomme du metier, et notamment par criblage de banques. par 
synthese chimique. ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 
par ailleurs etre incorpores dans des vecteurs. tels que des vecteurs plasmidiques. . 

Concemant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques. ils peuvent 
20 etre simple ou double brin, Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques. des sequences regulatrices de la transcription, des sequences antisens. 
des regions de liaison a d'autres composants cellulaires. etc 

Au sens de l'invention, on entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour une ou des proteines (ou peptide ou polypeptide) ayant une activite 

25 pharmacologique. H peut s'agir cfenzymes. dliormones. de facteurs de croissance, de 
lymphokines. d'apoUpoproteines. etc. Par sequence antisens. on entend toute sequence 
capable, directement ou indirectement (apres transcription en ARN) de reduire les 
niveaux rfexpression d'une proline desiree. voire de les supprimer (EP 140 308). Les 
antisens comprennent egalement les sequences codant pour des ribozymes. qui sont 

30 capables de detruire selectivement des ARN cibles (EP 321 201). 

Concemant plus particulierement les acides ribonucleiques (ARN). il peut 
s'agir d'ARN antisens. capables de bloquer au moins partieUement la traduction 
d'ARNrn cibles (cellulaires. viraux. bacteriens. etc); ou egalement de ribozymes ou 
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d'acides nucleiques capables de se Her a tin autre acide nucleique par formation d'une 
triple helice. 

iv- Les compositions selon l'invention peuvent etre utilises in vitro, ex vivo ou in 
vivo. In vitro, elles peuvent permettre de transferer a des Hgnees cellulaires des 
5 sequences d'acides nucleiques desirees, par exemple dans le but d'exprimer une 
proline recombinante ou une activity antisens, ou dans le but ePinhiber une proteine, 
par fixation de ladite proteine sur l'adde nucleique. Ex vivo, elles peuvent etre utilises 
pour le transfer! therapeutique (Tun acide nucleique dans une cellule issue dun 
organisme. en vue de conferer a ladite cellule des proprietes nouveUes ou renforcees, 
10 avant sa readministration k un organisme. la vivo, elles peuvent etre utilises pour 
radministration directe d'acide nuclfeique. 

Un autre pbjet de l'inyentkm r&ade done dans lHitflisation tfun oligopeptide 
cationique capable de former des structures secondaires pour le transfert d'acides 
nucleiques dans les cellules. Comme indique" plus haut, ce transfert peut etre effectue 

15 in vitro, ex vivo ou in vivo. 

Les compositions selon l'invention peuvent permettre de transferer des acides 
nucleiques dans des types varies de cellules. Preferentiellement, 3 s'agit de cellules 
animates, de preference humaine. fl peut s'agir notamment de cellules 
hematopoietiques. endotheliales, myoblastiques, etc. Par ailleurs, il peut s'agir aussi 

20 bien de ceUules saines que de cellules affectees par des dysfonctionnements (tumeur, 
infection virale. etc). 

L'invention conceme egalement un precede pour le transfert d?un acide 
nucleique dans une cellule caracterise en ce que Ton cultive ladite cellule en presence 
de l'acide nucleique et d'un oUgopeptide cationique capable de former des structures 
25 • secondaires. 

Par ailleurs. les complexes adde nucleique^ligopeptide de la prfaente 
invention permettent egalement rencapsulation des acides nucleiques dans des vecteuts 
de transfert avec des rendements considerablement ameliores. Pour diminuer les 
problemes de stabilite et de penetration dans les cellules, les acides nucleiques peuvent 
30 en effet 6t6 associes § des transporteurs ou a des vecteurs de medicament appropries. 
L'encapsulation des acides nucleiques dans de tels vecteurs de transfert permet de les 
proteger des nucleases seriques. de faciliter leur penetration dans les cellules ou se 
trouve leur cible pharmacologique, et de ralentir leur elimination. Toutefois. la 
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difficult* majeure limitant l'utilisation de ces vecteurs reside dans les faibles 
rendements ^encapsulation des" acides nucleiques. La demanderesse a maintenanV 
montre que les complexes acide nucleique-oligopeptides de l'invenlion peuvent etre 
enfcapsules dans des vecteurs de transfer! avec des rendements eleves. Plus 
5 parnoilierement. les rendements d'encapsulation des complexes de l'invention dans des 
nanoparticules sont superieurs a 50%. alors qu-fls sont inferieurs i 1% avec des acides 
nucleiques nus, ou avec d'autres oligopeptides ne formant pas de structure secondaires 
(Cf exemples). 

Un autre objet de I'invention reside done dans l'utilisation dun oligopeptide 
10 cationique capable de former des structures secondaires pour ^encapsulation d'acides 
nucleiques dans un vecteur de transfert 

L'invention a egalement pour objet les vecteurs de transfert d'acides nucleique 
comprenant une composition telle que definie ci-avant 

Parmi les differents vecteurs de transfert, on prefere utfliser dans le cadre de 
IS la presente invention des vecteurs biocompatibles, biodegradables. hydrophobes et de 
nature proteique ou polymerique. En particulier. les vecteurs preferes selon l'invention 
sont les liposomes, les nanoparticules ou les lipoproteines de faible densiteKLDL). - 

Les liposomes sont des vesicules phosphoUpidiques oomportant une phase 
aqueuse interne dans laquelle les acides nucleiques peuvent etre encapsules. La 
20 synthase de liposomes et leur utilisation pour le transfert d'acides nucleiques est 
connue dans 1'art anterieur CWO91/06309. W092A9752. WO92A9730). L'utilisation 
de complexes selon l'invention permet rfameliorer l'efficarite d'encapsulation des 
acides nucleiques dans les liposomes. 

Les nanoparticules sont des particules de- petite dimension, generalement 
25 inferieure a 500 ran. capables de transporter ou de vectoriser un jdadpe actif (tel 
qu'un acide nucleique) dans les cellules ou dans la circulation sanguine. La presente 
invention permet egalement dameliorer considerablement les rendements 
d'encapsulation d'acides nucleiques dans des nanoparticules. Pieferentiellement, les 
nanoparticules selon I'invention sont constituees par des polymeres comportant une 
30 majorite de motifs degradables tels que l'acide polylactique. eventueUement 
copolymerise a du polyethylene glycol. D'autres polymeres utilisables dans la 
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realisation de nanoparticules ont 6t6 dfccrits dans l'art anterieur (voir par exemple 
EP 275 796; EP 520 889). 

L'invention concerne done 6galement un proc6d6 ^encapsulation d'acides 
nuclfiques dans des vecteurs de transfer! selon lequel on met en contact le vecteur de 
5 transfert ou les composants le constituant, 1'acide nucifique et un oligopeptide 
cationique capable de former des structures secondaires, ou feventuellement un 
complexe acide nucl&que - oligopeptide d£ji form6, dans des conditions permettant 
1' encapsulation de l'acide nuclSque dans ledit vecteur de transfert, puis on r6cup£re le 
vecteur de transfert formS. Comme indique plus haut, le procedS selon Invention est 
10 pr€ferentiellernent appliqu6 pour la preparation de liposomes, de nanoparticules ou de 
lipoprotSines de faible densite. 

Uinvention concerne figalement des compositions pharmaceutiques 
comprenant un adde nucl&que therapeutique et un oligopeptide cationique capable de 
former des structures secondaires, eventueUement encapsutes dans un vecteur de 
15 transfert. 

La presente invention sera plus cornpletement "dtaite & l'aide des exemples 
" qui suivent, qui doivent etre consideres comme iilustratifs et non limitatifs. 

Ryemple 1 ; Preparation de* oligopeptides 

Les trois oligopeptides suivants ont t\h synthetises : 

20 1 1. -fffl-(Leu ffln^Lv5^^ (LKKDlO. 

Get oHgopeptide a hxk synth6tis6 sous forme de sel d'atide trifluoroac6tique au moyen 
cfun synAfetiseurde peptides Applied Biosystem 431A, sur une rSsine HMP (Applied 
Biosystern) et selon une strangle F-MOC. Aprte la synthase, le peptide a &6 Iib6r6 de 
la resrne par traitement 90 minutes en pr&ence <fune solution TFA/eau 95/5 (v/v), 

25 pr£cipit6 par addition d'ether tertiobutylmethyUque, puis purifl§ par HPLC phase 
inverse sur colonne C18 100 A (Biorad RSL). La purete du peptide obtenu est 
superieure 4 95 % et sa solubility dans i'eau de 50 mg/mL n a montre que le 
polyt&rapeptide LKKL, non structure dans I'eau, adopte une conformation en helice a 
en solution saline. Cette conformation devrait amfeliocer la stability du complexe par 

30 formation de paires d'ions entre les charges positives des lysines de Toligopeptide et les 
phosphates ionises & pH physiologique de l'acide nucleique. 
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1.2. -(HULeucine-I y^jpf-T ^irine-Lvsine)j^-(OH) OH (LKLK)lfo 

Cet oligopeptide a ete synthetise sous forme de sel cfadde trifluoroacetique en suivant 
le protocole decrit ci-dessus. La purete du peptide obtenu est superieure a 90% et sa 
soiubilite dans l'eau de 100 mg/ml. II a 6t6 montr* que le polytetrapeptide LKLK. non 
5 structure dans l'eau, adopte une conformation en feuillets (3 en solution saline ou en 
presence d'acides nucleiques, en raison de l'interaction entre phosphates et 
groupements amines. Le long (Tun feufflet (3, la distance separant 2 charges positives 
est de 6,9 A, ce qui est compatible avec les 6,2 A separant 2 groupements phosphate 
(fun acide nucleique simple brin. Cette conformation devrait done ameliorer la stabOite 
10 du complexe. 

Ce peptide (found par A. Brack. Centre de Biophysique Moleculaire, Orleans) n'est 
pas structure en solution saline et a ete utilise comme controle. 

1.4.Po1vlvsine. 

15 La polylysine utilisee est d'origine commercials Ce peptide n'est pas^ structure en 
solution saline et a ete utilise comme controle. 

F.™mplft 2 • ArM~ mirfMmim utilises 

p 1 AciA** titicleiquefj fmtifrfnft Val12 

Des acides nucleiques antisens anti ras ont ete prepares. Ces addes nucleiques sont des 
20 oligonucleotides de 12 et 13 residue, synthetises par la sodete Eurogentec (Belgique). 
Ces oligonucleotides sont dirigfe centre une sequence de l'ARNm de ras mute au 
niveau du douzieme codon. Les addes nucleiques utilises sont rantisens (AS-VaJ). son 
inverse (INV-Val : la sequence est identique mais orientee dans le sens inverse), ainsi 
que l'antisens de l'ARNm ras normal (AS-Gly) et quHin adde nudeique temoin 
25 comportant 2 nucleotides non apparies au milieu de la sequence (AS-mut2). La 
sequences de ces addes nucleiques est la suivante : 

3 ' -CGCGGCAGCCAC- 5 ' ( AS-Val 12) 

3'- GCGGCAGCCACAC-5 ' (AS-Val13) 
3 ' -CACCGACGGCGC- 5 ' ( INV-Val 1 2 ) 
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3 ' -CACACCGACGGCG - 5 ' ( INV- Val 1 3 ) 

3'-CGCGGCCGCCAC-5' "• (AS-Gly12) 
3 ' -CGCCGGAGCCAC-5 ' AS-mut21 2 ) 

3 g^AflMn nuclfeione (dfro)15Tl 

5 L'adde nucleique (d(Tp)15T) est compose de 16 thymidines, n est d'origine 
cornrnerciale (Pharmacia). 

forcmple 3 t Etude de c nmplexatfon 

Cet exemple illustre la formation de complexes entre les acides nucleiques antisens 
decrits dans 1'exemple 2 et les oligopeptides decrits dans l'exemple 1, dans differentes 
10 conditions de force ionique et de concentration (toutes les concentrations en acides 
nucleiques sont exprimees en phosphate). H montre que des -rendements de 
complexation tres eleves peuvent etre obtenus. tfcnoignant ainsi de la stabilite des 
complexes. 

? 1 (V>mp1exation en tampon nhosohate 

15 L'acide nucleique (10* 4 M exprime en phosphate : Cphosphate = 12 * x Cacide 
nucleique) et 1'oligopeptide (concentration variant entre 2.10- 3 . 10* 4 et 2.10" 
exprimees en charges positives) ont ete mis en contact dans un tampon phosphate 50 
mM pH 7,4. La solution a ensuite ete centrifugee. et l'absorbance (A) a 256 nra 
(maximum d'absorption des acides nucleiques) daecminee dans le surnageant. Pour 

20 chaque valeur du rapport R (Nombre de charges positives de 1'oligopeptide / Nombre 
de charges negatives de l'acide nucleique) testee. la valeur A/AO est detenninee, 
permettant tfevaluer la fraction dadde nucleique lflxe et. par difference, la fraction 
complexee. Pour un rapport R = 1. la concentration en oligopeptide exprimee en lysine 
est done de 10" 4 M 

25 Les resultats obtenus montrent que la fraction de complex* precipitant AS- 
Vall3/LKKLio ou INV-Vall3/LKKLi 0 est de 85 % pour un rapport R - 2. Pour un 
rapport R = 1, la fraction de complexe precipitant AS-Vall3/LKLK10 et INV- 
Vall3/LKLK10 est inferieure : 30 %. Ces resultats peuvent tfexpliquer par une 
competition entre les phosphates du tampon et les phosphates de l'acide nucleique 

30 pour la formation du complexe. Ces resultats sont cependant superieurs a ceux 



WO 95/21931 



PCIYFR9S/00098 



10 



obtenus avec I'oligopeptide controle : 15 % de complexe LNV-Vall3/PKKL10 

precipitant seulement 

3? rnmplexation en tampon TfiS-HCl 

L'acide nucleique (10* 4 M) et I'oligopeptide (concentration varriable) ont fete mis en 
5 contact dans un tampon Tris-HCl 50 mM pH 7.4. La solution a ensuite fetfe 
centrifugee. et l'absorbance a 256 nm determinfe dans le surnageant. Pour chaque 
valeur du rapport R testfie. la valeur A/AO est determinee comme precfedemment 

Les resultats obtenus montrent que la fraction de complexe prfefcipitant AS- 
Vall3/LKKL10 et AS-Vall3/LKLK10 est de 100 % pour un rapport Rp 1. Pour un 
10 rapport R = 2, la fraction de complexe precipitant AS-VaU3/LKLK10 est egalement 
de 100%. Par ailleurs. 100% de complexe precipitant j\S-Vall3/LKXL10 ont 
egalement fete obtenus avec une concentration d'acide nucleique de 2.10-5 M et un 

rapport R = 1. «.«,«,. 
En revanche, en ce qui conceme le complexe AS-Vall3/PKKL10. seulement 70 % des 
15 acides nucleiques impliques dans le complexe prfecipite ce qui demontre que raffirute 
des oligopeptides selon I'invention est superieure. 

3. 3. Complexatj rm dan*; Veau 

Le protocole ci-dessus a fete rfepete en remplacant le tampon Tris-HCl par de I'eau. Les 
memes resultats ont ete obtenus (100 % de complexation pour R = 1). dfemontrant 
20 raffinite elevee des oligopeptides de I'invention pour les acides micleiques. 

3 . 4. Conclusions 

L'ensemble de ces resultats demontre le rendement feleve de complexation des 
oligopeptides de I'invention aux acides nucleiques, et le fait que ce rendement est 
independant de la sequence et de la concentration de Tacide nuclSque utilise. Par 
25 ailleurs. comme le montre le tableau ci-apres. l'etude des spectres dichrolques a penrus 
de confirmer les structures secondaires adoptees par les oligopeptides catiomques 
utilises, en solution ou apres complexation. 
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Peptide 


Tampon Phosphate 
50mM 


Tampon Phosphate 
50mM 1 NaQ 0.2M 


. Eau 


Eau / acide , 
nucleique 


tXKL 


h&ice a 


h&icea 


non structure 


h&icea 


LKLK 


feuilletfl 


feuillet3 


non structure 


feuilletp 


PKKL 


non structure 


non structure 


non structure 


non structure 



panoparticules. 



Get exemple illustre les propri«es tres avsntageuses des complexes de l'invention, 
pennettant l'encapsulation decide nucleique dans des vecteurs de transfer! avec des 
5 rendements ties Sieves. 

4.1. Nimonartici.t^ i.rilfefees : Les nanoparticules utilisees dans cet exemple sont des 
copolymeres dibloc constituees <fun poly (D.L adde lactique) lie par une liaison ester 
a un poly (ethylene glycol) : PLAp(M)-PEG(N) ou M et N sont respectivement les 
masses moleculaires moyennes (en kD) du PLA et du PEG, et p. le pourcentage 

10 d'acide L-lactique. Les 2 types de nanoparticules utilises sont du PLA50(30)-PEG(2) 
et du PLA50(30)-PEG(5). Ces copolymeres peuvent Stre syntn6tises par toute 
technique connue de I'homme du metier (voir par exemple EP 520 889). 

4.2. Marquage rndioactif rfffi H M ""clfeiaues : 

Les arides nudeiques ont ete traites avec de la polynucleotide kinase du phage T4 
15 (Biolabs) en presence d'ATP.-^ (Amersham) dans un tampon kinase. Apres 30 min 
tfincubation a 37°C, 1'acide nucleique a ete separe de TATP n'ayant pas reagi par depot 
sur colonne Sephadex G25 (Quick Spin) et centrifugation. 

4.3. RticapsulP tinti rte I'acidp mwlfimiw INY-Va113 

Cet exemple decrit l'encapsulation de 1'acide nucleique INV-Vall3 dans une 
20 nanoparticule de PLA 5 o(30)-PEG(2) en presence ou en Absence (Toligopepnde 
. (LKKUiQ. 
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Le polymere utilise (PLA50(30)-PEG(2)) a ete solubilis6 dans 1 ml d'acetone & une 
concentration de 10 g/1. La dilution isotopique de Tacide nuclfeique (concentration 
finale 10" 5 M) a et$ ajoutfe, puis Toligopeptide (4 une concentration teUe que R = 1). 
1$ solution organique obtenue a ensuite 6t6 verste goutte & goutte dans 5 ml d'une 
5 solution aqueuse (tampon TCs-HCl 50 mM, pH 7.4), sous agitation. Le polym&e 
insoluble dans le mflange eau/ac&one pr&npite sous forme de nanoparticules, 
emprisonnant le complexe acide nucl&que-oligopeptide. L'ac&one a ensuite 6t6 
61imin§e par Evaporation sous vide partiel. jusqu'i un volume final de 2,5 mL Eofin, la 
suspension nanoparticulaire a 6t6 filtrfee i travers un filtre Sartorius de porosis 
10 1 ,2 ym t qui tient lieu de crible de dispersion et d*injectabilit£. 

Une experience controle a et6 effectuee dans les memes conditions, mais en Tabsence 
de Toligopeptide (LKKL)iq. 

Les r&mltats obtenus montrent que le rendement cTencapsulation de INV-Vall3 dans 
la nanoparticule est de 56 % en presence de ToHgopeptide, et de 5 % seulement sans 
15 Toligopeptide. 

Le rendement ^encapsulation correspond au pourcentage d'acide nucl€ique encapsule 
dans les nanoparticules, par rapport a la quantity totale d'acide nucleique, presente.au 
depart 

4 4 Rngflpgulfltion de Ifrrfrfft mieteimift (d(To)15D 

20 Le rendement cTencapsulation de Tacide nucteique (d(Tp)15D (exemple 2.2.) dans une 
nanoparticule de PLA 50 a et6 ftudie, en presence des oHgqpeptides cationiques 
suivants : 

- LKKLn Hfelice a : synth6tis6 en phase homog&ne sous forme (Tun melange 
de peptides de poids molficulaire moyen de 34900. 

25 - LKLKn Feufflet (* : synth6tis6 en phase homogSne sous forme (fun melange 

de peptides de poids moteculaire moyen de 7400. 

- PKKLn Pas de structure secondaire 

- Kn Pas de structure secondaire 

ou de sphingosine (lipide membranaire charg6 posrtivement). 
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Pour cela, l'acide nucl&que (d(Tp)15T) a 6t6 m61ang6 a l'oligopeptide en solution dans 
Feau. En ce qui conceme la "sphingosine, elle est solubilisee dans uri meiange 
eau/£thanol 50 % v/v. Les concentrations utilises sont indiquSes dans Ie tableau qui 
siirt 100 uJ d'une solution d'acide polylactique (PLA50) solubilisfee dans 1'acetone a 
5 une concentration de 20 g/1 ont 6t6 ajout£s au m&ange, ainsi que 300 jol d'ac&one 
pure (concentration finale en PLA50 : 5 g/1). AprSs homogSn&sation au vortex, le 
melange a 6t6 vers6 goutte & goutte dans une solution aqueuse de pluronic F68 i 
2,5 % (pfv) afin de prteipher le polymere sous forme (Tune suspension colloTdale 
nanoparticulaire turbide. La turbidite a et6 appr6ci6e i 1'oeiL Le diam&re des 

10 nanoparticules (175 +/- 40 nm) a £tS mesure par diffusion quasi Slastique de la lumi&re 
sur un appareil BI 90 (Brookhaven Instrument Corporation). L'ac6tone-a ensuite 6te 
6vaporee sous vide pendant une heure. La suspension a ensuite 6t6 fntree sur filtre 
rnflbpore AP20 (diam£tre des pores : 1 ,5 um) , prfealablement moiifll& avec la solution 
de pluronic F68 a 2,5 9&. 

15 Le rendement d'encapsulau'on a 6t6 d&ermin6 et est report^ dans le tableau qui suit. 



Peptide 


LKKLn 


LKLKn 


PKKLn 


Kn 


Sphingo. 


Structure 


Heiicea 


Feuilletp 


aucune 


aucune 


aucune 


Concentration du 
peptide (mM) 


5 


12.5 


9,2 


1 


23 


Volume de peptide 
dans le m&lange 
(ul) 


U.4 


65 


48 


60 


27 


Quantity de peptide 
(nmol) 


57 


812 


442 


60 


60 


Concentration de 
dtTo)15T 


71 nM 


Volume de 
dCTo)15T 


28|il 


Quantite de . 
d(To)15T 


2 nmol 


R 


2 


27 


14.7 


2 


2 


Rendement 


42.8 


7.8 


0.8 


03 


1.3 



Ces rSsultats montrent clairement que les oligopeptides de ^invention permettent 
d'encapsuler les acides nucleiques avecdes rendements nettement sup&ieurs i ceux 

: obtenus avec des oligopeptides de Tart antSrieur (polylysine) ou ne formant pas de 

20 structures secondaires (PKKL). 
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Get exemple Mustre la capacite des composition de Invention a transferer des acides 
mjcleiques dans les cellules. 

si rvn,,^ „tili^ : Les essais de transfert tfacide nucleique decrits dans cet 
5 exemple ont ete effectues sur one lignee de cellules issue d'un carcinome vesical 
humain , designee 124/EJ accessible a I'ATCC. Us ceUules ont ete cultivees dans un 
milieu MEM-EAGLE ("minimum essential medium". Biological Industries) 
supplements en L-glutamine ((5 mM). streptomycine (50 u/ml). penidlline (50 u/ml). 
en presence de 7 % de serum de veau foetal decomplemente 30 min a 60°C. 

10 « » Tm ^~ ' ^ <* lluto (150 ° / puits > 001 * 6 « MMB »* M 

dans des microplaques de 96 puits. en absence ou en presence decide nucleique. 
encapsule ou non dans des nanoparticules. dans un volume total de 100 ul. Chaque 
point a ete effectue en triple. La concentration en adde nucleique unlisee a ete ajustee 
par dilution dans de l'eau ou par concentration par centrifugation 1 h a 12000 rpm. 

15 Dans ce cas. la suspension est centrifugee, le culot pese puis le volume ajuste. 

■ L'efficacite du transfert a fete determinee par mesure de rinhibition de la proliferation 
cellulaire induite-par 1'acide nucleique antisens. apres 72 ou 96 heures de culture a 
37»C en presence de 5 % de C02. Pour cela. 2 methodes ont ete utilisees : 

- Tout d'abord. Incorporation de thymidine tritiee. qui a ete determinee apres 
20 addition de 2 jiCi de 3H thymidine par puits. Apres 6 heures tfincubation a retuve. les 
plaques ont ete lavees au Skatron (Lier. Norvege). I'ADN recueM sur un filtre et 
chaque rondeUe du ffltre (correspondant a chaque puits de la plaque) placee dans du 
liquide a scmtniation puis comptee au compteur (LKB Wallac 1211 Minibeta). Les 
• results correspondent a la moyenne des valeurs obtenues dans chacun des 3 puits. 
25 - Ensuite. la proliferation ceUulaire a ete evaluee par oomptage des cellules en 

ceUule de Malassez. Pour cela, le sumageant a ete elimine. les cellules trypsinisees (10 
min a 37°C). puis additionnees de milieu de culture avant d'etre comptees. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

w 42%rfinhibition 

- AS-Vall2. nu. 29nM ; cn a . 

30 - AS-Vall2^KKL/nanoparticule. 100_nM (exprime en antisens) .50 % dudubmon 

- nanbparucule blanche, meme quantite de polymere. - < 5 % d'inhxbition 
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- AS-Vall2/LKKL/nanoparticule, SQQnM 95 % ^'inhibition 

Ces resultats demontrent clairement refficacite des compositions de l'invention pour le 
transfer! d'addes nucteiques. De plus, ils montrent que Facide nucleique transfers 
conserve ses proprietes fonctionneUes, dans le cas present, son activity d'antisens. 
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KFrVFr NnY ^ ATlQNS 

1. Composition comprenant un acide nucleique et un oligopeptide cationique 
capable de former des structures secondaires. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que 1'oligopeptide 
5 est capable de former des helices a ou des f euillets p. 

3. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que roligopeptide 
rSpond a la formule (AoAyAyA^n ou (AoA y AoA y )n dans laquelie Aq est un acide 
amine hydrophobe. A y est un acide amine hydrophile, et n est un nombre entier 
supSrieur ou 6gal a 4. 

10 4. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'adde amine 

hydrophobe est choisi parmi la leucine, la valine, Ksoleucine et la phenylalanine. 

5. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'adde amine 
hydrophile est choisi parini la lysine, 1'arginine et lliistidine. 

6. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que Foligopeptide 
15 estc*oisiparmi(LKKL)n,(I^^ 

7. Composition selon la revendication 6 caracterisee en ce que n est compris 
entre 4et 100, de preference entre 10 et 50. 

8. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'adde 
nucl&ique est un acide d§soxyribonud§ique. 

20 9. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'adde 

nucleique est un acide ribomid&que. 

10. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que l'adde 
nudeique est modifife chimiquement 

11. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que l'adde 
25 nucleique est un antisens. 

12. Composition selon la revendication 8 caracterisee en ce que l'adde 
nucleique comporte un g£ne therapeutique. 
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13. Composition selon Tune des revendications 8 a 12 caracterisee en ce que 
le rapport charges positives de Migopepu'de / charges negatives de Tadde nucleique 
est 6gal ou sup6rieur a 1. 

14. Vecteur de transf ert decides nucl&que comprenant une composition selon 
5 Tune des revendications pr£c6dentes. 

15. Vecteur de transf ert selon la revendication 14 caract£ris6 en ce qu*il s'agit 
d'une nanoparticule, d'un liposome ou d'une Upoprotfeine de falble density. 

16. Procgde decapsulation cfacides nuclfiiques dans des vecteurs de transf ert 
caracterise en ce que Ton met en contact le vecteur de transf ert ou ces composants, 

10 1'acide nuclfique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires. ou eventuellement un complexe acide nucl6ique-oligcpeptide d&ji form£, 
dans des conditions permettant Tencapsulation de Facade nucl&que dans ledit vecteur 
de transf ert, puis on recupdre le vecteur de transf ert formfe. 

17. Proc6d§ pour le transf ert (fun adde nucleique dans une cellule caracterise 
15 en ce que Ton cultive ladite cellule en presence de I'acide nucl&que et d\m oligopeptide 

cationique capable de former des structures secondaires. 

18. Utilisation d'un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires pour le transf ert d'acides nuclfiques dans les cellules. 

19. Utilisation selon la revendication 18 pour le transf ert in vitro, ex vivo ou 

20 in vivo. 

20. Composition pharmaceutique c ompr enant un acide nucteique 
thSrapeutique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 

- secondaires, 6ventuellement encapsul£s dans un vecteur de transfert 
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